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Актуальным направлением в изучении па-
тогенеза опухолевого роста является анализ 
молекулярных механизмов дизрегуляции апоп-
тоза. Формирование окислительного стресса при 
опухолевом прогрессировании вносит значитель-
ный вклад в определение судьбы клетки за счет 
вызванной посттрансляционной модификации 
белков. Оценка возможностей изменения редокс-
статуса клетки и вклада процесса глутатиони-
лирования белков в регуляторную активность 
ион-транспортирующих систем позволит вскрыть 
молекулярные механизмы модификации белковых 
молекул клетки и дизрегуляции апоптоза [1].
Роль изменений редокс-статуса в реализации 
программированной гибели клеток неоднознач-
на и во многом зависит от конкретных условий 
микроокружения клетки и типа клеточной линии 
[2]. Особый интерес для экспериментальной онко-
логии представляют исследования, направленные 
на изучение общих и частных редокс-механизмов 
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введение. Изменение редокс-статуса опухолевых клеток может использоваться как один из молеку-
лярных механизмов регуляции апоптоза, нацеленный на повышение восприимчивости опухолевых 
клеток к действию химиотерапевтических агентов. Цель исследования – изучение механизмов диз-
регуляции апоптоза опухолевых клеток линии Р19 в условиях модуляции редокс-статуса. материал 
и методы. В ходе проведенного исследования комплексную оценку апоптоза в клетках опухолевой 
линии Р19 осуществляли методом проточной цитофлюориметрии. Определяли количество аннексин-
положительных клеток, экспрессию CD95 и CD120, а также процент клеток со сниженным трансмембран-
ным потенциалом и внутриклеточную концентрацию ионов кальция. Содержание белковосвязанного 
глутатиона и величину соотношения восстановленной формы трипептида к окисленной определяли 
спектрофотометрическим методом. Для модуляции редокс-статуса использовали блокатор или про-
тектор SH-групп, либо N-ацетилцистеин. результаты. Инкубация культуры в присутствии блокатора 
SH-групп приводила к дисбалансу системы глутатиона на фоне увеличения содержания его фракции, 
связанной с белками. Снижение редокс-статуса приводило к увеличению экспрессии CD95 и CD120 
на мембране опухолевых клеток линии Р19, а также к снижению митохондриального потенциала и 
повышению внутриклеточной концентрации ионов кальция, что способствовало запуску апоптоза. 
Количество аннексин-положительных клеток увеличивалось при действии блокатора SH-групп и в 
присутствии N-ацетилцистеина. Заключение. В опухолевых клетках линии Р19 на фоне развития 
окислительного стресса выявлены молекулярные редокс-зависимые механизмы дизрегуляции апоптоза 
по митохондриальному и рецепторопосредованному пути.
Ключевые слова: апоптоз, белковосвязанный глутатион, окислительный стресс, опухолевый рост.
дизрегуляции апоптоза опухолевых клеток. Со-
гласно современным представлениям, модуляция 
редокс-статуса приводит к перестройке внутри-
клеточных сигнальных систем, в том числе за счет 
глутатионилирования белков.
Целью работы явилась оценка роли глута-
тионилирования белков и изменения внутрикле-
точного редокс-статуса в дизрегуляции апоптоза 
опухолевых клеток линии Р19.
Материал и методы
Материалом для исследования служили опу-
холевые клетки линии Р19 (тератокарцинома 
мыши), полученные из Российской коллекции 
клеточных культур Института цитологии РАН 
(г. Санкт-Петербург). Культивирование опухо-
левых клеток проводили адгезионным методом 
в полной питательной среде α-MEM («БиолоТ», 
Россия), содержащей 10 % инактивированной 
эмбриональной телячьей сыворотки («БиолоТ», 
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Россия), L-глутамин (0,3 мг/мл) («БиолоТ», Россия) 
и гентамицин (100 мкг/мл) («Микроген», Россия) 
в СО
2
-инкубаторе («Sanyo», Япония) при 37°С 
в атмосфере 5 % СО
2
. Культуру поддерживали в 
логарифмической фазе роста и пересаживали каж-
дые 2 дня. Жизнеспособность клеток оценивали 
с помощью 0,5 % раствора трипанового синего 
(«Serva», США). Для постановки эксперимента 
использовались культуры, содержащие не более 
5 % погибших клеток.
Модуляцию редокс-статуса клеток осущест-
вляли с помощью добавления в культуральную 
среду блокатора SH-групп белков и пептидов 
N-этилмалеимида (NEM), предшественника 
синтеза глутатиона N-ацетилцистеина (NAC) и 
протектора тиоловых групп белков и пептидов 
1,4-дитиоэритритола (DTE) («Sigma-Aldrich», 
США) в концентрации 5 мМ. Попадая в клетку, 
NEM необратимо взаимодействует со свободными 
SH-группами пептидов и белков, NAC принимает 
участие в синтезе глутатиона (основного низкомо-
лекулярного антиоксиданта), а DTE обладает спо-
собностью восстанавливать дисульфидные связи.
Величину отношения восстановленной формы 
глутатиона (GSH) к окисленной (GSSG) определя-
ли методом, предложенным M.E. Anderson (1985) 
в модификации I. Rahman et al. (2006) [3]. Опреде-
ляли содержание белково-связанного глутатиона 
методом [4], основанным на способности 1 % 
боргидрида натрия высвобождать GSH из связи 
с белками. Результаты представляли в нмоль/мг 
белка. Содержание белка в клетках определяли 
по взаимодействию красителя Кумасси голубого 
G-250 с остатками аминокислот лизина и аргинина 
белковых молекул [5].
Оценку количества клеток линии Р19 в со-
стоянии апоптоза проводили методом проточной 
цитофлуориметрии с помощью аннексина-V, ме-
ченного FITC, и витального красителя пропидия 
йодида (PI) в соответствии с инструкцией фирмы-
производителя (eBioscience, США). Анализ прово-
дили на проточном цитофлуориметре FACSCanto 
II (BD, США) с использованием программного 
обеспечения FACSDiva Version 6.1.3. Количество 
клеток, презентирующих на своей поверхности 
CD95 и CD120, определяли методом проточной 
цитофлуориметрии с помощью набора монокло-
нальных антител к соответствующим антигенам 
(R&D Systems, США) согласно протоколу произво-
дителя. Интенсивность флуоресценции выражали 
в условных единицах (у.е.). Оценку концентрации 
ионов кальция в цитоплазме опухолевых клеток 
линии Р19 проводили методом, основанным на 
определении интенсивности флуоресценции липо-
фильного зонда Fluo 3 AM (Sigma-Aldrich, США), 
проникающего в клетку и связывающего Са2+ [6]. 
Параметры флуоресценции зонда оценивали на 
проточном цитофлуориметре FACSCantoTM II, 
результаты выражали в условных единицах. Для 
анализа митохондриального мембранного по-
тенциала использовался набор Flow Cytometry 
Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit (BD, 
США). Распределение клеток по каналам флуорес-
ценции (FL-1 и FL-2) анализировали на проточном 
цитофлуориметре FACSCanto II.
Статистическая обработка полученных дан-
ных выполнялась с использованием программы 
SPSS 17.0. Проверку нормальности распределе-
ния количественных показателей проводили с 
использованием критерия Шапиро – Уилка. До-
стоверность различий оценивали с помощью не-
параметрических критериев Краскела – Уоллиса 
и Манна – Уитни. Данные представляли в виде 
медианы (Ме), верхнего и нижнего квартилей 
(Q
1
–Q
3
). Статистически значимыми считались раз-
личия при р<0,05 [7].
Результаты и обсуждение
Восприимчивость различных типов опухолевых 
клеток к выраженному окислительному стрессу де-
лает его хорошей потенциальной терапевтической 
мишенью для разработки новых противоопухоле-
вых агентов. При этом возрастает количество обна-
руживаемых молекулярных механизмов, вносящих 
вклад в формирование состояния окислительного 
стресса в клетке. К упомянутым механизмам в 
первую очередь относятся повышение продукции 
активных форм кислорода, а также истощение 
системы антиоксидантной защиты в клетке. По 
современным представлениям, нарушение работы 
системы антиоксидантной защиты может приво-
дить к формированию состояния окислительного 
стресса и запуску программированной гибели 
опухолевых клеток [7]. В результате нашего ис-
следования было установлено, что под воздей-
ствием блокатора SH-групп белков и пептидов 
N-этилмалеимида в клетках опухолевой линии Р19 
возникали признаки нарушения редокс-гомеостаза, 
такие как снижение величины отношения восста-
новленного глутатиона к окисленному и увеличе-
ние концентрации белковосвязанного глутатиона 
(табл. 1) и активации апоптоза (табл. 2).
Проведена оценка состояния редокс-статуса 
клеток на основании величины отношения кон-
центраций восстановленной и окисленной форм 
глутатиона после инкубации опухолевой линии 
Р19 с блокатором (NEM) или протектором (DTE) 
SH-групп, а также с предшественником синтеза 
глутатиона (NAC) в конечной концентрации 5 мМ. 
В результате установлено снижение в 9 раз величи-
ны отношения GSH/GSSG в клетках линии Р19 в 
условиях воздействия NEM (p<0,05) по сравнению 
с интактной культурой. Выявленные изменения 
указывают на нарушение редокс-гомеостаза и фор-
мирование состояния окислительного стресса.
Снижение редокс-статуса тиолдисульфидной 
системы в результате воздействия блокатора SH-
групп сопровождалось повышением концентрации 
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таблица 1
величина отношения восстановленного глутатиона к окисленному и содержание 
белковосвязанного глутатиона в опухолевых клетках линии р19 при культивировании в условиях 
модуляции редокс-статуса, ме (Q
1
–Q
3
)
Исследуемые показатели
Условия культивирования опухолевых клеток линии Р19
Р19 Р19 + NEM Р19 + NAC Р19 + DTE
GSH/GSSG
18,44
(13,15–20,29)
2,04
(1,69–5,36)*
14,49
(9,68–17,29)
23,71
(12,91–24,68)
Белковосвязанный 
глутатион, нмоль/мг белка
0,60
(0,58 – 0,74)
2,45
(2,36–2,87)*
0,76
(0,72–0,78)
0,78
(0,67–0,83)
Примечание: * – различия между группами Р19 и Р19+N-этилмалеимид(NEM)  статистически значимы (p<0,05). 
таблица 2
Количество клеток со сниженным митохондриальным потенциалом, аннексин-положительных 
клеток, уровень экспрессии Cd95 и Cd120, внутриклеточная концентрация ионов кальция в 
опухолевых клетках линии р19 при культивировании в условиях модуляции редокс-статуса, ме 
(Q
1
–Q
3
)
Исследуемые показатели
Условия культивирования опухолевых клеток линии Р19
Р19 Р19 + NEM Р19 + NAC Р19 + DTE
Annexin V-FITC+, %
2,65
(2,20–3,40)
95,35
(92,70–95,60)*
4,50
(3,70–5,20)**
3,20
(3,20–4,30)
CD120, у.е.
0,8
(0,7–0,9)
6,0
(5,6–7,4)*
1,0
(0,9–1,0)
2,0
(1,7–2,2)*** #
CD95, у.е. 
0,9
(0,7–0,9)
21,9
(21,4–23,5)*
1,3
(1,2–1,3)**
1,4
(1,2–1,5)***
Клетки со сниженным 
митохондриальным 
потенциалом, % 
3,4
(3,2–3,5)
93,1
(92,5–96,2)*
5,8
(5,7–5,9)**
4,0
(3,9–4,1)*** #
Внутриклеточная концен-
трация Са2+, у.е.
7,84
(7,78–7,88)
29,04
(28,91–29,10)*
8,03
(7,96–8,04)**
9,82
(9,63–9,88) ** #
Примечание: * – различия между группами Р19 и Р19+N-этилмалеимид(NEM); ** – различия между группами Р19 и 
Р19 + N-ацетилцистеин(NAC); *** – различия между группами Р19 и Р19 + 1,4-дитиоэритритол(DTE); # – различия между группами 
Р19 + NAC и Р19 + DTE – статистически значимы (р<0,05).
белковосвязанного глутатиона в 4 раза (p<0,05) по 
сравнению с интактной культурой. Таким образом, 
достигается защита функциональных тиоловых 
групп внутриклеточных белков от необратимого 
повреждения прооксидантами. Более того, глута-
тионилирование белков, как один из механизмов 
обратимой окислительной модификации, играет 
важную роль в модуляции их активности, что 
приводит к изменению функциональных свойств 
опухолевых клеток [1].
Экспрессия молекул, участвующих в реализа-
ции рецепторного пути апоптоза (CD95 и CD120) 
в различных типах клеток, подвержена строгому 
контролю, поскольку её повышение делает клетки 
высокочувствительными к запуску апоптоза со-
ответствующими лигандами. Однако механизмы 
такого контроля по-прежнему остаются изучен-
ными не полностью, в том числе и в опухолевых 
клетках. Вероятнее всего, значительное повы-
шение презентации рецепторов смерти клетками 
тератокарциномы при воздействии блокатора 
SH-групп указывает на важную роль изменений 
редокс-гомеостаза в реализации программиро-
ванной гибели клеток по рецепторному пути. 
Сопоставляя собственные данные с данными 
других авторов, можно заключить, что снижение 
редокс-статуса клеток способствует запуску ре-
цепторного пути активации апоптоза [8]. Ранним 
маркером активации апоптоза по митохондриаль-
ному пути является снижение трансмембранного 
потенциала (ΔΨm), приводящее в дальнейшем к 
выходу цитохрома в цитоплазму и формированию 
апоптосомы. Увеличение количества опухолевых 
клеток со сниженным значением ΔΨ
m
 под дей-
ствием блокатора SH-групп указывает на важную 
роль редокс-зависимых механизмов в регуляции 
митохондриального пути апоптоза в клетках ли-
нии Р19.
Система глутатиона может участвовать в регу-
ляции внутриклеточной сигнализации также по-
средством глутатионилирования и сопутствующего 
изменения активности ион-транспортирующих 
систем. Показанное увеличение концентрации 
ионов кальция в цитоплазме опухолевых клеток 
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линии Р19 в 3,7 раза относительно контроля 
(p<0,05) в условиях нарушения редокс-гомеостаза 
(при добавлении NEM в культуральную среду) 
приводило к запуску апоптоза в 95 % клеток в 
культуре. Как основные участники апоптоза белки 
семейства Bcl-2 модулируют внутриклеточные 
сигналы, многие белки данного семейства меняют 
свою активность при изменении внутриклеточного 
редокс-статуса. Например, проапоптотический 
белок Bax, требующий гомодимеризации для пре-
вращения в активную форму, активируется за счет 
формирования дисульфидных связей [9]. В связи 
с этим можно обсуждать роль редокс-статуса в 
молекулярных механизмах дизрегуляции апоптоза 
опухолевых клеток.
Однако воздействие DTE и NAC не приводило 
к значимому изменению величины отношения 
GSH/GSSG и концентрации белковосвязанного 
глутатиона, но вызывало достоверные изменения 
маркеров активации митохондриального и рецеп-
торопосредованного путей запуска апоптоза. Нами 
выявлены изменения экспрессии CD95 и CD120, 
внутриклеточной концентрации Са2+ и митохон-
дриального трансмембранного потенциала. Тем 
не менее это не означает, что редокс-зависимые 
механизмы в данных условиях не вовлечены в регу-
ляцию программированной гибели клеток. Так, из-
вестно, что NAC и DTE могут влиять на состояние 
редокс-чувствительных центров внутриклеточных 
белков, например факторов транскрипции (NF-kB, 
AP-1, p53) [10].
Заключение
Снижение редокс-статуса клетки вносит су-
щественный вклад в запуск апоптоза по митохон-
дриальному и рецепторопосредованному пути в 
опухолевых клетках линии Р19. В проведенном 
исследовании установлено, что формирование вы-
раженного окислительного стресса при действии 
блокатора тиоловых групп белков и пептидов в 
клетке вызывает повышение глутатионилирования 
белков, играющее важную роль в молекулярных 
механизмах дизрегуляции апоптоза опухолевых 
клеток. Поскольку опухолевые клетки существу-
ют в условиях окислительного стресса, редокс-
регуляция функций внутриклеточных белков может 
быть перспективным направлением в таргетной 
терапии злокачественных новообразований.
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abstract
introduction. Changes in the redox status of tumor cells can be used as one of the molecular mechanisms 
of apoptosis aimed at increasing the susceptibility of tumor cells to chemotherapeutic agents. purpose: to 
study the mechanisms of dysregulation of apoptosis in P19 tumor cells under the conditions of redox status 
modulation. material and methods. Apoptosis in P19 tumor cells was assessed by flow cytometry analysis. The 
number of annexin-positive cells, the expression of CD95 and CD120, as well as the intracellular calcium ion 
concentration and the percentage of cells with reduced mitochondrial transmembrane potential were measured. 
The protein-glutathione mixed-disulfide level and the GSH/GSSG ratio were determined by spectrophotometry. 
To modulate redox status of cells, the protector and blocker of SH-groups, or N-acetylcysteine were used. 
results. Incubation of cultures in the presence of SH-group blocker resulted in the imbalance in the glutathione 
system with increased concentration of glutathionylated proteins. A decreased redox status led to an increased 
CD95 and CD120 expression levels on the membrane of P19 tumor cells, as well as to decreased mitochondrial 
potential and increased intracellular calcium ion concentration, thus contributing to the launch of a P19 tumor 
cells. The presence of SH-group blocker and N-acetylcysteine resulted in an increased number of annexin-
positive cells. Conclusion. Along with the development of oxidative stress, the molecular redox-dependent 
mechanisms of apoptosis dysregulation through the mitochondrial and receptor-mediated pathways were 
identified in the P19 tumor cells.
Key words: apoptosis, glutathionylated protein, oxidative stress, tumor growth.
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